













































Animals 2020, 10, 906  2  of  15 
1. Introduction 
The dairy sheep industry in Spain is particularly important for the agricultural economy of the 
























and  ripening,  improving  the  final  flavour of  the  cheese  and  contributing  to  aroma development 
[11,12]. However, other undesirable microorganisms could also be present in the milk, increasing the 













Therefore,  the  aims  of  the  present work were  to  study  the dominant  yeast  communities  in 
Manchega ewes’ milk and  to explore  the  contamination  routes used by  those microorganisms  in 
relation to farm facilities and farming practices. The data compiled under this study provide reliable, 
essential information regarding the distribution and transmission of the dominant species of yeasts 
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Twelve  typical  farms  with  dairy  systems  representative  of  the main milking  and  feeding 
practices  in  Castilla‐La  Mancha  were  selected  from  among  those  belonging  to  the  National 




milk  production,  sanitary  conditions  of  the  flock,  general management,  and  animal  feeding.  In 
addition, the orientation and size of the milking parlour and the livestock housing, the number of 




















min  of milk  homogenization,  and  transferred  into  a  sterile  plastic  box  stored  in  a  polystyrene 






For all  the  samples analysed, Yeast Extract Peptone Dextrose  (YPD) plates  (Pronadisa) were 
selected for yeast counts which were incubated at 25 °C for 48 h. Following Pérez‐Martín et al. [23], 
some biphenyl crystals (approximately 100 mg per plate) (Sigma) were added to the cover plates to 









































discrimination was  carried  out  on  six  isolates  and with  four  iterations  of  the  entire  procedure 
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where D is the Simpson’s Diversity Index; n is the total number of organisms of a species; and N is 
the  total number of organisms of all  species  in  the same environment. The calculated value of D 
ranges between 0 (no diversity) and 1 (infinite diversity). 














(spring,  summer,  autumn or winter), hygiene of  the milking parlour  (HygMP:  adequate or not), 
hygiene  of  the  livestock  housing  (HygLH:  adequate  or  not),  orientation  of  the milking  parlour 








or no). The conditions used  to determine  the  inadequate hygiene of  the milking parlour were the 
presence of airborne dust particles, the presence of litter on the floor and the accumulation of waste; 
































The  predominant  species  was  C.  parapsilosis,  with  a  percentage  of  57%.  This  species  was 
identified, and the same genotypes were found in the different areas sampled. The species C. famata, 
C. krusei and C. guilliermondii were also important, with percentages of 13%, 12% and 6%, respectively, 




























































































However, C. kefyr  showed a  relationship between  the  air  in both buildings on  the  farm,  and C. 
inconspicua established a relationship between the milk and the air in the milking parlour.   
Table 2. Average concentration of yeasts in the different samples analysed. 
Variable  Mean  Standard Deviation  Coefficient Variation 
YM  2147.86  4791.61  223.09 
YA1  6.56  27.04  412.00 
YA2  8.12  43.64  537.17 
YF  79,716.5  104,667  131.30 
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Since  transmission  of  species  is  easier  between  samples  from  the  same  environment,  better 
biodiversity results were found in the studied samples than on the farms. 











most  of  the  samples  analysed.  In  general,  those  species with  five  or more  isolates  exhibited  a 
biodiversity percentage lower than 50%.   
3.3. Factors Related to The Concentration of Yeasts in Milk 
The  main  characteristics  of  the  farms  as  collected  from  the  farmers’  responses  to  the 
questionnaire are presented in Table 3. 
  








































































































Variable  Coefficient  SD  f Value  p Value  VIF 
Yeast  in  livestock 
housing air (YA2) 
‐  ‐  8.63  0.005  1.06 
No  −0.94  0.32       
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Yes  0.94  0.32       
Silage  ‐  ‐  13.30  <0.001  1.33 
No  −0.77  0.21       
Yes  0.77  0.21       
Acid  ‐  ‐  5.90  0.005  1.03 
Daily  1.19  0.35       
Each 2–3 days  0.17  0.31       
Less frequent  −1.36  0.33       
Legend: SD = Standard Error, VIF = Variance Inflation Factor. 
Three  factors were  included  in  the model:  the presence  of  yeasts  in  the  air  in  the  livestock 
housing (p = 0.005), the frequency of use of acid for cleaning the milking machine (p = 0.005) and the 










analysing biodiversity parameters. Yeast presence  in  farm environments has not been  studied as 
thoroughly as bacterial communities have, especially on sheep farms. This study not only provides 










dairy  products  as  well  as  farm  animals,  so  its  presence  in  the  environments  studied  was  not 
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surprising  [14,38].  With  regard  to  the  other  Candida  species  identified,  these  yeasts  (usually 
opportunistic pathogens) are commonly found in raw milk from different animals and can be highly 
prevalent if the farm animal is suffering from mastitis [39,40]. They can even cause cases of mastitis 










vehicle  for  yeast dispersion  (air,  animals,  etc.). Despite  the  fact  that C.  parapsilosis was  the most 
isolated  species,  its  genetic  variability proved  to  be poor due  to  the presence  of  a predominant 
genotype which seems to present the best dispersion and resistance capability. The same behaviour 
was noticed in C. krusei, C. guillerimondii, C. famata and C. catenulata, where a prevailing strain was 
also  identified  in  different  examples. However,  common  genotypes  have  been  isolated  both  in 
different samples as well as on different farms which proves the dispersion capability of these strains, 
linked  to  the  geographical  area  studied.  As  is  referenced  above,  these  species  are  commonly 
associated with  the  farm animal microbiome, so  their  transfer  from  teat  to milk can occur easily. 
Moreover, the presence of common strains on different farms can be explained due to the fact that 










[48]. Similar  to  the connection  from silage  to milk,  in our research different strains  from different 
species were  found  in both  the air  in  the  livestock housing and  in  the milk  (C. parapsilosis and C. 
famata), which reinforces the idea that there is a link between this environment and milk, promoting 
yeast contamination. 









liners  and  short  and  long  milk  tubes,  thus  facilitating  yeast  proliferation  and  contamination, 
particularly when yeasts are present in the environment. For that reason, promoting good hygiene 
practices  on  dairy  farms,  like  surveillance  programs  in milking  equipment,  could  improve  the 
organoleptic  characteristics  and  the quality of  the  final product,  avoiding high  concentrations of 
undesirable bacteria which could cause unpleasant odours and flavours which are not favourable for 
dairy products. In addition, knowledge regarding yeast content in the air of the milking parlour is 













of yeast community  from milk  to cheese,  in particular  the  role of genus Candida  in  the quality of 
cheeses. Increasing the samples from other sources and other production systems may be taken for 
further studies on farm microbial transfers. Finally, the use of air samplers in analytical surveillance 
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